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As printed 

(54) TiUe: TREATMENT OF PATHOLOGIES WHICH ESCAPE THE IMMUNE RESPONSE, USING OPTIMISED ANTIBOD- 
IES 



^ (54) Tltre : TRAITEMENT DES PATHOLOGIES ECHAPPANT A LA REPONSE IMMUNE PAR DES ANTICORPS OPTI- 
^ MISES 

(57) Abstracti- The invention relates to the use of optimised human or humanised chimeric monoclonal antibodies which are pro- 
duced in selected cell lines, said antibodies having a strong affinity for receptor CD 16 of the effector cells of the immune system and 
O being able to induce the secretion of cytokines and interleukins, in particular 1* IFN? or 1 *IL2, for the treatment of pathologies for 
which the target cells only express a low antigenic density and in which the efifector cells can only be recruited in small quantities. 

(57) Abrege : La pr&ente im^cntion conceme J'ntilisation d'anticorps monoclonaux chim6riques, humanisms ou humains optimises 
qui sent produits dans des lign^ cellulaires s^lectionn^es, lesdits anticorps presentant une forte affinity pour le recepteur CD 16 
^ des cellules effecirices du systeme immunitaiie mais dgalement la propri^t6 d'induire la s6cr6tion de cytokines et d*interleukines. en 
paiticulier V IPt^yon VTL2 pour le traitement de pathologies pour lesquelles les cellules cibles n'expiinusnt qu*une faible density 
antig^niqae et dans lesquelles les cellules effectiices ne peuvent Stre recrutees qu'en faible quantity. 
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Traitement des pathologies ^chappant a la r^ponse immune par des anticorps 

optimist 



5 La pr^ente invention conceme Futilisation d'anticorps monoclonaux chim^riques, 
humanisms ou humains optimises qui sent produits dans des lign^s cellulaiies 
s61ectionn6es» lesdits anticorps pr6sentant une forte afiBnite pour le r^cepteur CD16 des 
cellules efTectrices du systdme immunitaire mais 6galement la propri6t6 d'induire la 
s^cr^tion de cytokines et d'interleukines, en particulier TIFNy ou VJL2, pour le 
10 traitement de pathologies pour lesquelles les cellules cibles n'expriment qu'ime faible 
density antig^nique et dans lesquelles les cellules effectrices ne peuvent dtre recrut^es 
qu'en faible quantity* 

L'immunoth6rapie au moyen d'anticorps monoclonaux est en passe de devenir xm des 
15 aspects les plus importants de la m^decine. En revanche, les rSsultats obtenus lors 
d'essais cliniques q)paraissent contrast's. En efTet, il pent s*av6rer que Tanticorps 
monoclonal ne soit pas suffisanunent efQcace. De nombreux essais cliniques sont 
arxHis pour diverses causes telles que le manque d'efficacitd et des eflfets secondaires 
incompadbles avec ime utilisation en therapie clinique« Ces deux aspects sont 
20 6troitement li6s sachant que des anticorps peu actifs sont administr's k forte dose pour 
compenser et obtenir une rdponse th'rapeutique* ^administration de fortes doses 
induit non seulement des e£fets secondaires mais est 6conomiquement peu viable. 

Ces problfemes sont majeurs dans Findustrie des anticorps monoclonaux chim'riques 
25 himianis's ou humains. 

Or, ce probldme est exacerb6 pour un certain nombre de pathologies pour lesquelles la 
densite antig6nique exprimfe par les cellules cibles est feible et/ou le faible nombre de 
cellules effectrices disponibles et actives est linute, rendant ainsi techniquement 
30 impossible I'utilisation d'anticorps h vis6e th'rapeutique avec les anticorps 
actuellement disponibles. Par exemple, dans le Syndrome de S6zary, Tantig^ne 
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sp6cifique, KIR3DL2, est faiblement exprim6 (seulement environ 10 000 molecules). 
L'expression des antigenes tumoraux pent 6galement etre r6gul6e n6gativement, 
comme HER2-neu dans le cancer du sein. Par ailleurs, lorsque I'on cherche k inhiber 
rangiog6n6se via le ciblage du VEGFR2, peu de cibles mol&ulaires sont 
5 efifectivement accessibles car le r6cepteur est internalist. De mSme, les peptides 
sp6cifiques d'antigftnes de tumeurs pr6sent6s par les molecules HLA de classe 1 ou 
classe 2, par exemple dans le cas de carcinomes, m61anomes, cancers ovarien, cancers 
de la prostate sont g6n6ralement peu exprimfe k la surface des cellules cibles 
tumorales. Enfin, une autre situation peut se trouver lors d'infections virales dans 
10 lesquelles les cellules infecttes par certains virus (VHB, VHC, VIH) n'expriment que 
peu de molecules virales sur leur membrane. 

Ce problfeme se pose aussi pour toutes les pathologies qui pr6sentent ime diminution du 
nombre de cellules NK, ou de leur activite ou de leur nombre de CD16 (Cavalcanti M 

15 et al. Irreversible cancer cell-induced functional anergy and apoptosis in resting and 
activated NK cells, Int J Oncol 1999 Feb;14(2):361-6). On peut citer it titre d'exemple, 
les leuc6mies mytloides chroniques (Parrado A. et al.. Natural killer cytotoxicity and 
lymphocyte subpopulations in patients with acute leukaemia, Leuk Res 1994 
Mar;18(3): 191-7), les pathologies lites k 1 'environnement visant notamment les 

20 personnes expostes aux biphtnyles polychlorinfe (Svensson BG. et al.. Parameters of 
immunological competence in subjects with high consumption of fish contaminated 
with persistent organochlorine compounds, Int Arch Occup Envkon Health 
1994;65(6):351-8), les maladies mfectieuses, notamment la tuberculose (Restrepo 
LM. et al. Natural killer cell activity in patients with pulmonary tuberculosis and in 

25 healthy controls. Tubercle 1990 Jun;71(2):95-102), le syndrome de la fatigue 
chronique (CPS) (Whiteside TL, Friberg D, Natural killer cells and natural killer ceU 
activity in chronic fatigue syndrome. Am J Med 1998 Sep 28;105(3A):27S-34S), et 
toutes les infections parasitaires comme par exemple les schistosomules (Feldmeier H, 
et al. Relationship between intensity of infection and inmiunomodulation in human 
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schistosomiasis. II. NK cell activity and in vitro lymphocyte proliferation, Clin Exp 
Immunol 1985 May; 60(2):234-40). 

Ainsi, Tobjectif est d'obtenir de nouveaux anticorps presentant une meilleure ef5cacit6 
5 compar^e aux anticorps actuels, ce qui permettrait d'envisager leur utilisation en 



faible density antig6nique ainsi qu*un nombre limits de cellules effectrices capables 
d'fitre activ6es. 

10 Nous avions monti^ dans notre demande WO 01/77181 (LFB) Timportance de 
s61ectionner des lign^es cellulaires permettant de produire des anticorps presentant une 
forte activity ADCC via le FcyRIII (CD 16). Nous avions trouv6 que la modification de 
la glycosylation du fragment constant des anticorps produits dans des lign^es de 
my61omes de rat telle que YB2/0 conduisait k am^liorer Tactivit^ ADCC. Les 

15 structures glycanniques desdits anticorps sont de type biantenn^es, avec des chaines 
courtes, ime faible sialylation, des mannoses et GlcNAc du point d' attache terminaux 
non intercalaires, et une faible fucosylation. 

Or» dans le cadre de la pr^sente invention, nous avons d^couvert que Tavantage de 
20 pr^enter une forte afGnit6 pour le CD16 pent encore 6tre renforc6 par des conditions 
suppl^mentaires visant k produire des anticorps qui induisent ^galement la production 
de cytokines, notamment la production d* IFNy ou riL2 par les cellules du systSme 
immunitaire. 

25 Les deux caractSristiques pr^cit^es se compl^mentent En effet, la production d' IFNy 
ou riL2 induite par les anticorps s61ectionn6s par le proc6d6 de Tinvention pent 
renforcer I'activit^ cytotoxique. Le m^canisme d'action d'xme telle activation tient 
probablement h une regulation positive autocrine des cellules effectrices. On pent 
postuler que les anticorps se lient au CD 16 provoquant une activity cytotoxique mais 



thSrapie pour les pathologies pr^entant peu de cibles mol^culaires exprim^es ou une 
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6galement induisent la production de 1* IFNy ou VJL2 qui au final conduit k augmenter 
encore davantage Tactivit^ c)rtotoxique. 

Nous montrons ici que les anticotps optimises de Tinvention conservent une bonne 
5 efficacitS m6me lorsque la density antig6nique est faible ou le nombre de cellules 
effectrices limits. Ainsi, k des doses compatibles avec une utilisation en th&rapie 
clinique, il est d^sormais possible de traiter des pathologies pour lesquelles un 
traitement par anticorps n'^tait pas envisageable h ce jour. 

10 

Description 

Ainsi, rinvention conceme Tutilisation d*un anticorps monoclonal chim6rique, 
himianis6 ou humain optimist caract6ris6 en ce que : 
15 a) il est produit dans une lignee cellulaire s61ectioim£e pour ses propri^t6s de 
glycosylation du fragment Fc d'un anticorps, ou 

b) la structure glycannique du Fcgamma a 6t6 modifi^e ex vivo, et/ou 

c) sa sequence primaire a 6t6 modifi^ de fa9on k augmenter sa r6activit6 vis k vis des 
r^epteurs Fc ; 

20 ledit anticorps prdsentant i) un taux ADCC via le FcyRin (CD16) sup6rieur k 50 %, de 
pr6f6rence siq>6rieur & 100 % pour im ratio E/T (cellules efifectrices/cellules cibles) 
inf^rieur k 5/1, de pr^f^rence inf<§rieur k 2/1, compart au mSme anticorps produit dans 
une lignee CHO ; et ii) un taux de production d'au moins une cytokine par une cellule 
eflfectrice du systdme immunitaire escprimant le r^cepteur CD 16 sup^rieur k 50 %, 100 

25 % ou de pr^fiSrence sup6rieur k 200 % compart au m6me anticorps produit dans une 
lignte CHO; 

pour la preparation d'lm medicament destine au traitement de pathologies pour 
lesquelles le nombre de sites antigeniques ou la density antigenique sont faibles, les 
antigdnes sont pen accessibles aux anticorps, ou encore pour lesquelles le nombre de 
30 cellules effectrices activ^es ou recrutees est faible. 
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Avantageusement, le nombre de sites antig6niques est inKrieur k 250 000, de 
pr6f6rence inferieur k 100 000 ou 50 000 par cellule cible. 

5 Lesdites cytokines liberies par les anticorps optimist sont choisies panni des 
interleukines, des interferons et des fecteurs de necrose tissulaire (TNF). 

Ainsi, Tanticorps est s61ectiomi6 pour sa capacity d'induire la secretion d'au moins une 
cytokine choisie parmi IL-1, IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-8, IL-9, IL-10,... 
10 TNFa, TGFP, BPIO et IFN7 par les cellules efifectrices du systSme iimnunitaire 
exprimant le r6cepteur CD16. 

De preference, Tanticorps seiectionne pr^sente la capacity d'induire la secretion d' 
IFNy ou d'IL2 par les cellules efifectrices du systfeme immunitaire exprimant le 

15 recepteur CD16 ou de riL2 par la cellule Jurkat CD16 pour un faible nombre de sites 
antigeniques presents k la surface des cellules cibles ou pour un faible nombre 
d'antigdnes accessibles aux anticorps. Le taux IFNy ou d*IL2 secr6t6 reflate la quality 
de Tanticorps fixe par le recepteur CD16 quant k son integrite (fonction Fc) et k son 
efficacite (site antigenique) de liaison k Tantigene, En outre, la secretion d' IFNy ou 

20 d'IL2 par les cellules du systdme immunitaire peut activer Tactivite cytotoxique des 
cellules efTectrices. Ainsi, les anticorps de Tinvention sont egalement utiles pour le 
traitement de pathologies pour lesquelles le nombre de cellules efifectrices activees ou 
recmtees est faible. 



25 



Les cellules effectrices peuvent exprimer xm GDI 6 endogfene ou etre transformees. On 
entend par cellule transformee, une cellule modifiee genetiquement de sorte a exprimer 
un recepteur, en particulier le recepteur CD16. 
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Dans im mode de realisation particulier, Tanticorps de Tinvention est capable d'induire 
la s6cr6tion d'au moins une cytokine par une cellule leucocytaire, en particulier de la 
famille des NK (natural killer) ou par des cellules du groupe monocytes-macrophages. 
De preference, on utilise pour la selection des anticorps une lign^e Jurkat transfectSe 
5 avec un vecteur d'expression codant pour le r6cepteur CD16 comme cellule effectrice. 
Cette lignSe est particuli&rement avantageuse car eUe est immortalisee et se d^veloppe 
indefiniment dans des milieux cultures. Le taux d*interleukine JL2 s^cr^t^e reflate la 
quality de I'anticorps fix6 par le r^cepteur CD16 quant k son integrity (fonction Fc) et a 
son efBcacite (site antig^nique) de liaison k I'antig&ne. 

10 

Dans xm autre mode de realisation, I'anticorps optimise peut 6tre prepare aprds avoir 
ete purifie et/ou modifie ex vivo par modification de la structure glycannique du 
jfragment Fc. A cet effet, on peut utiliser tout moyen chimique, chromatographique ou 
enzymatique approprie pour modifier la stracture glycannique des anticorps. 

15 

Dans un autre mode de realisation, Tanticorps peut 6tre produit par des cellules de 
lignees de myeiomes de rat, en particulier YB2/0 et ses derivees. D'autres lignees 
peuvent etre seiectiortnees pour leurs proprietes de produire les anticorps definis ci- 
dessus. On pourra tester par exemple les cellules lymphoblastoYdes humaines, les 
20 cellules d'insectes et les cellules de myeiomes murines. La selection peut egalement 
6tre appliquee k revaluation des anticorps produits par des plantes transgeniques ou de 
mammiferes transgeniques. A cet effet, la production dans CHO sert de reference 
(CHO etant employee pour la production d'anticoips medicament) pour comparer et 
seiectionner les systSmes de production conduisant aux anticorps selon Tinvention. 

25 

La structure glycannique generale de Tanticorps correspond k im type biantenne, avec 
des chaines courtes, ime faible sialylation, des mannoses et GlcNAc du point d'attache 
terminaux non intercalaires, et ime faible fiicosylation. Dans ces anticorps, le taux de 
GlcNac intermediaire est non nid. 



30 
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Ainsi, rinvention vise Tutilisation d'un anticoips d^crit ci-dessus pour la preparation 
d*un medicament destine au traitement d*une pathologie echappant a la r6ponse 
immune notamment choisie parmi la maladie hemolytique du nouveau ne, le 
Syndrome de S^zary, les leucemies my^loides chroniques, les cancers dont les cibles 
5 antig6mques sont faiblement exprimees, notamment le cancer du sein, les pathologies 
liees k Tenvironnement visant notamment les personnes expos^es aux biphenyles 
polychlorines, les maladies infectieuses, notamonent la tuberculose, le syndrome de la 
j&tigue chronique (CFS), les infections parasitaires conmoie par exemple les 
schistosomules. 

10 

Legendes et titres des figures: 

Figure 1: ADCC sur hematics : comparaison hematics normales (N) versus hematies 
sur-exprimant rantigdne Rhesus (GR6) (Teg 500 \ig I puits, ADCC 375 03 017) 
Figiure 2: Activite ADCC induite par les anticorps chimeriques anti-HLA-DR exprimes 
15 dans CHO ou YB2/0 en fonction du ratio E/T. 

Figure 3: Influence du nombre d'antigdnes HLA-DR exprimes sur Raji (blocage par 
Lym-1) sur Tactivite ADCC induite par les anticorps chimeriques anti-HLA-DR 
exprimes dans CHO(carre) ou YB2/0 (triangle). 

Figure 4: Influence du nombre d'antig^es HLA-DR exprimes sur Raji (blocage par 
20 Lym-1) sur Tactivation de Jurkat CD16 (IL2) induite par les anticorps chimeriques 
anti-HLA-DR e3q)rimes dans CHO(carr6) ou YB2/0 (triangle). 

Figure 5: Influence du nombre d'anttgdnes CD20 exprimes sur Raji (blocage par CAT 
13) sur Pactivation de Jurkat CD16. 

Figure 6: Correlation entre le test ADCC et la secretion d'IL2 par Jurkat CD16. 
25 Figure 7: IL8 secretee par les CMN en presence ou absence de cible 

Figure 8: Secretion de cytokines par les CMN induite par les anticorps anti-Rhesus 
(valeur sans cible deduite) Tox 324 03 062 

Figure 9: Secretion de cytokines par les polynucieaires induite par les anticorps anti 
Rhesus. 

30 Figure 10: Secretion de cytokines par les NK induite par les anticoips anti-Rhesus 
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Figure 1 1 : Secretion de TNF alpha par les cellules NK, induite par les anticorps anti- 
CD20 et anti-HLA-DR exprim^s dans CHO et YB2/0 (324 03 082). 
Figure 12: S6cr6tion d'IFN gamma par les cellules NK, induite par les anticorps anti- 
CD20 et anti-HLA-DR exprimfe dans CHO et YB2/0 (324 03 082). 

5 

Exemple 1 : ADCC induit par des anticorps anti-Rh£sus en fonction du nombre 
de sites antig^niques. 

La mdme sequence codant pour une IgGl sp6cifique de Tantigdne Rhesus D est 
10 transfectte dans CHO et YB2/0, L'activite cytotoxique des anticorps est compar^e vis 
k vis des h^maties Rh6sus positif exprimant k letir sur&ce diJBFerentes quantit6s 
d'antigene Rh6sus, c'est k dire : h6maties 0+ nonnales (10-20 000 sites) et h6maties 
sur-exprimant Tantig^ne rhesus (>60000 sites). 

15 Les r^sultats sent pr6sent6s k la Figure 1 : 

Uactivit6 ADCC des anticorps exprim^s dans CHO (triangle) ou YB2/0 (can:6) sur des 
li6maties normales (N, vide) ou sur-exprimant Tantigene Rhesus (GR6, plein) sont 
compar^es. 

20 La difference tfactivit6 ADCC entre Fanticorps exprim^ dans CHO et Tanticorps 
exprim^ dans YB2/0 est moindre sur les hSmaties sur-exprimant I'antigdne Rli6sus 
surtout aux fortes quantit^s d'anticorps et augmente au fiir et a mesure que le nombre 
de site antig^nique d^oit. Ainsi, plus la density antig^nique baisse, plus la difiF6rence 
d'activit6 ADCC entre Tanticoips produit dans YB2/0 et Tanticorps produit dans CHO 

25 augmente. 
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Exemple 2 : ADCC induit par des anticorps anti-HLA DR en fonction de la 
quantity d'efiecteurs 

La m6me s6queiice codant pour une IgGl sp^cifique de Tantig^e HLA-DR est 
5 transfect^e dans CHO et YB2/0. L'activit^ cytotoxique des anticoips est compar^e vis 
k vis de la cellule Raji en presence de di£f^nts ratios effecteurs/cibles (voir Figure 2). 

La difference d'activil^ cytotoxique entre Tanticorps optimist exprim6 par YB2/0 et 
CHO s'accroft au fur et ^ mesure que le ratio E/T diminue. Ainsi, pour les ratios 
10 suivants, 20/1 ; 10/1 ; 5/1 ; et 2/1, le pouicentage relatif de lyse induit par I'anticorps 
exprim^ dans CHO (100% 6tant la valeur de I'anticorps exprim6 dans YB2/0 pour 
chaque ratio) est de 61%, 52%, 48% et 36% respectivement 

L' anticorps exprim^ dans YB2/0 s'avdre plus cytotoxique que lorsqu'il est produit par 
CHO dans des conditions de faibles quantit6s d'effecteurs. 

15 

Exemple 3 : ADCC induit par des anticorps anti-HLA DR en fonction de la 
quantity d'anti^ines accessibles 

La m€me sequence codant pour une IgGl sp6cifique de I'antigtoe HLA-DR est 
20 transfectfe dans CHO et YB2/0. L'activit6 cytotoxique des anticoips est compai6e vis 
i vis de la cellule Raji en pr^ence de diffdrents ratios effecteurs/cibles (ratio E/T). 

L*activi^ cytotoxique des anticoips est compar^e vis k vis de cellules Raji dont les 
sites antig^niques ont €t6 pr^alablement bloqu^s avec des quantity croissantes d'un 
25 anticorps murin inactif (non cytotoxique) anti-HLA-DR, de fa9on k avoir un nombre 
d^croissant d'antigtees HLA-DR disponibles vis a vis des anticoips k ^valuer (voir 
Figure 3). 

Moins il y a de sites antig^niques disponibles, plus la difference d'activite cytotoxique 
30 entre Tanticoips optimise produit dans YB2/0 et I'anticoips produit dans CHO 
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augmente. Cela indique qu'une des applications de Tanticorps optimist peut concemer 
des cellules cibles exprimant k leur surface un antigene peu exprim6 reconnu par 
I'anticorps therapeutique. Ceci procure un net avantage th^rapeutique vis k vis d'un 
anticorps exprim6 dans une cellule de type CHO. 

5 

Exemple 4 : Production d'IL2 par Jurkat CD16 induite par des anticorps anti- 
HLA DR en fonction de la quantite d*antigines accessibles 

La mSme sequence codant pour une IgGl sp^cifique de Tantigfene HLA-DR est 
10 transfect6e dans CHO et YB2/0. L'activation de la cellule effectrice (s6cr6tion d'IL2 
par Jurkat CD16) induite par les anticorps est compar^e vis k vis de cellules Raji dont 
les sites antigeniques ont 6t6 pr^alablement bloques avec des qxiantites croissantes d'xin 
anticorps murin anti-HLA-DR, de fa^on k avoir un nombre d^croissant d'antigdne 
HLA-DR disponible vis a vis des anticorps a 6valuer (voir Figure 4). 

15 

Ces r6sultats montrent 6galement que moins il y a de sites antig6niques disponibles, 
plus la diflKrence deactivation des cellules effectrices entre I'anticorps optinois^ produit 
par YB2/0 et Tanticorps produit dans CHO augmente. 

20 Exemple 5 : ADCC induit par des anticorps anti-CD20 en fonction de la quantity 
d'antigines. 

Les r6sultats obtenus avec ranti-CD20 en ADCC confirment ceux obtenus avec les 
anti-HLADR, c'est k dire que moins il y a de sites antigeniques disponibles et exprim6s 
25 k la surface des cellules cibles, plus la difference deactivation des cellules effectrices 
entre I'anticoips optimist produit par YB2/0 et Tanticorps produit dans CHO 
augmente. 



30 
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Exemple 6 : Production d'IL2 par Jurkat CD16 induite par des anticorps anti- 
CD20 €11 fonction de la quantitS d*antig£nes accessibles 

La mSme sequence codant pour une IgGl sp6cifique de Tantigfene CD20 est 
5 transfect^e dans CHO et YB2/0. L'activation de la cellule eflfectrice (secretion d'IL2 
par Jiarkat CD16) induite par les anticorps est compar^e vis k vis de cellules Raji dont 
les sites antigSniques ont 6t6 pr^alablement bloqu6s avec des quantit6s croissantes d'un 
anticorps murin inactif anti-CD20, de fa9on k avoir un nombre d6croissant d^antigSne 
CD20 disponibles vis k vis des anticorps k ^valuer (voir Figure 5), 

10 

Moins il y a de sites antig^niques disponibles, plus la difiKrence deactivation des 
cellules Jurkat CD16 induite par Tanticorps optimist produit par YB2/0 et I'anticorps 
produit dans CHO augmente. Cela indique qu'une cellule exprimant une faible density 
antig^nique pent n6anmoins induire Tactivation d'une cellule effectrice via un 
15 anticorps optimist. Cette capacity est beaucoup plus restreinte voire nuUe avec un 
anticorps exprim6 dans CHO, 

Les 2q>plications th^rapeutiques de I'anticorps optimist c'est k dire produit dans 
YB2/0, peuvent ainsi concemer des cellules cibles exprimant k leur surface un antigdne 
peu exprim6. 

20 

En conclusion, les anticorps optimises s'avdrent particuliSrement utiles pour des 
applications thSrapeutiques lorsque les cellules cibles expriment k leur surface peu 
d'antigdnes, et ceci quel que soit I'antiggne. 

25 Exemple 7 : Correlation in vitro entre ADCC et liberation d'IL-2 par la cellule 
Jurkat CD16. 



30 



Pour cette 6tude, 3 anticorps monoclonaux anti-D ont €t6 compares. 

L' anticorps monoclonal (Mab) DF5-EBV a 6t6 produit par des Lymphocytes B humain 

obtenus chez un donneur immunise D-n^gatif et inmiortalis6s par transformation avec 
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TEBV. Get anticoips a 6t6 utilise comme contxdle n^gatif 6tant donne que lors d'un 
essai clinique, il s'est montre incapable d'61iminer les globules rouges Rhesus positif 
de la circulation. 

L'anticorps monoclonal (Mab) DF5-YB2/0 a 6t& obtenu en exprimant la sequence 
5 primaire de DF5-EBV dans la lign^e YB2/0. L'anticorps monoclonal R297 et d'autres 
anticorps recombinants ont 6galement 6t6 exprim6s dans YB2/0. 

Les anticorps sont testds in vitro pour leur capacity k induire ime lyse des globules 
rouges trait^s k la papaXne en utilisant des cellules mononucl66es (PBL) comme 
10 effecteur. 

Tons les tests ont 6t6 effectu^s en presence d'inununoglobulines humaines (IVIg) de 
sorte k reconstituer les conditions physiologiques. 

On pense que les IVIg se lient avec une haute affinity au FcgammaRI (CD64). Les 
deux Mab DF5-YB2/0 et R297 induisent une lyse des globules rouges k un niveau 
15 comparable k celui des anticorps polyclonaux WinRho. En revanche, le Mab DF5- 
EBV est complStement inefficace. 

Dans une deuxi^me s6rie d'e^rience, des cellules NK purifi^es et des globules 
rouges non trait^s ont 6t6 utilises comme effecteurs et cibles lespectivement. Aprds 5 
20 heures d'incubation, les Mabs antiD-R297 et DF5-YB2/0 se sont montr^s capables de 
provoquer la lyse des globules rouges, alors que DF5-EBV reste ine£Bcace. 
Dans ces deux experiences, la lyse des globules rouges a 6t6 mhib^ par le Mab 3G8 
dirig6 contre le FcgammaRIII (GDI 6). 

25 En resume, ces r6sultats d^montrent que TADGG provoqu6e par le Mab R297 et le 
Mab DF5-YB2/0 implique le FcgammaRIII exprun6 k la surface des cellules NK. 

Dans le cadre de Tinvention, une troisi^me s6rie d'exp^riences a 6t6 r^alis^e en 
utilisant un test in vitro k I'aide des cellules Jurkat GDI 6 pour ^valuer Tefficacit^ 
30 d'anticorps anti-D. Les Mab ont 6t6 incub6s pendant la nmt avec des globules rouges 
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Rhesus positif et des cellules Jurkat CD 16. La liberation d'IL-2 dans les sumageants a 
6t6 6valude par ELISA. 

Une forte correlation entre TADCC et Tactivation des cellules Jurkat (production 
d'I12) a ete observ6e, ce qui implique que ce test pent Stre utilise pour faire la 
5 discrimination des Mabs anti-D en fonction de leur rdactivite envers FcganunaRm ( 
CD16). 

Les mSmes 6chantillons sont lvalues en ADCC et dans le test Jurkat IL2. Les r^sultats 
sont exprimes en pourcentage par rapport k Tanticorps de reference "anti-D R297". La 
10 courbe de correlation entre les 2 techniques a un coefficient r2=0.9658 (figure 6). 

En conclusion, ces donnees montrent rimportance des modifications post- 
traductionnelles de la structure des anticorps et leur impact sur Tactivite ADCC 
specifique du FcgaumiaRIII (CD16). La liberation de cytokines telles que IL-2 par les 
15 cellules Jurkat CD16refletecetteactivite, 

Example 8 : activation de cellules NK et production d'IL2 et d'XFNy 

Modele de mise au point : lignee cellulaire Jurkat transfectee avec le g6ne codant pour 
20 le recepteur CD 16. Applications : renforcement d'lme reponse anti-tumorale. L'IL2, 
produite par les cellules effectrices activees par des immuns complexes antigene- 
anticorps, induit une activation des lymphocytes T et des cellules NK pouvant aller 
jusqu'^ une stimulation de la proliferation cellulaire. L'IFNy stimule Tactivite des 
CTLs et pent renforcer Tactivite des macrophages. 

25 

Exemple 9 : activation de monocytes macrophages et production de TNF et d'lL- 
IRa 

Applications : renforcement de la phagocytose et induction de proprietes anti- 
30 inflanunatoires. Le TNF, produit par les cellules effectrices activees par des immuns 
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complexes antig^ne-anticorps, stimvde la proliferation des macrophages et des 
lymphocytes infiitrant les tumeurs. L'BL-lRa est une cytokine qui entre en competition 
avec riLl au niveau de son recepteur et exerce ainsi un effet anti-inflammatoiie. 

5 Exemple 10 : activation de cellules dendritiques et production d'lLlO 

Applications : induction d'une tolerance sp6cifique k certains antigSnes. L'lLlO est 
une molecule inhibitrice de I'activation de difif&entes cellules efifectrices et de la 
production de cytokines. Ainsi I'lLlO produite par les cellules effectrices activees par 
10 des immuns complexes antig^ne-anticorps peut avoir un rdle r6gulateur de I'activite 
cytotoxique des anticorps vis i vis de cellules normales, mais exprimant des antigdnes 
communs avec les cellules cibles vis6es, et egalement moduler les ejffets du TNF alpha. 

Exemple 11 : Induction de la secretion de cytokines par differentes cellules 
15 effectrices. 

Trois populations cellulaires ont 6te etudiees : les polynudeaires, les ceUules 
mononuciees et les cellules NK. L'induction de la synthase de cytokines par des 
anticorps est depeadante de la presence de la cible. II y a pen de differences dans la 
20 c^acite de Panticoips anti-D R297 et de I'anticorps polyclonal k induire la production 
de dififerentes cytokines. Par contre, AD 1 est trte souvent non inducteur de secretion 
de cytokines. 

Resultats : 

11.1 L'anticoips monoclonal R297 et I'anticorps polyclonal WinKho induisent une 
25 secretion importante d'IL8 en presence de cellules mononucieees. Cette secretion est 
dependante de la concentration d'anticorps et de la presence de la cible antigenique, 
c'est k dire des hematics Rh positif. L'anticoips ADl est beaucoiq> moins apte k 
induire la production d*IL8 (figure 7). 
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En presence de cellules mononucle6es et d'h^maties Rh6sxis positif, I'anticoips 
monoclonal R297 et I'anticoips polyclonal anti-D WinRho induisent une s6cr6tion 
importante de TNF alpha, moins forte bien que siip6rieure h celles induites par ADl 
d'IL6, d'IFN gamma, d'lPlO, de TNF alpha et TGF Beta. En pr&ence de plus forte 
5 concentration d'anticoips, la s6cr6tion dIL6, d'EFN gamma, d'lPlO augmente, mais 
celle de TNF alpha et le TGF Beta d^crolt (figure 8). 

11.2 L'anticorps monoclonal R297 et I'anticoips polyclonal anti-D WinRho induisent 
une s6cr6tion tihs feible, mais sup6rieure h ADl, d'IL2, d'IFN gamma, d'BPlO et de 
TNF par les polynucl6aires. Cette s6cr6tion est d^pendante de la concentration 

10 d'anticorps (figure 9). 

11.3 L'anticorps monoclonal R297 et l'anticorps polyclonal anti-D WinRho indviisent 
une s6cr6tion importante d'IFN gamma, d'lPlO et de TNF par les cellules NK. Cette 
secretion est dependante de la concentration d'anticorps (figure 10). 

15 Exemple 11 : Anticorps anti-CD 20 et anti-HLA DR chim^riques optimises 
produits dans YB2/0 

Introduction 

Nos premiers r^sultats ont montr6 que les anticoips anti-D pioduits dans YB2/0 ainsi 
20 que les anticoips polyclonaux utilises en clinique induisaient la production de 
cytokines, en particulier de TNF alpha et d'interf^ron gamma (IFN gamma) k partir de 
cellules NK purifi€es ou de cellules mononucM6es. Par centre d'autres anticoips anti- 
D, produits dans d'autres lign^s cellulaires sont n^gatife en ADCC et se sont t€v6l6s 
incapables d'induire une s^r^tion de cytokines. 

25 

Les r6sultats compl6mentaires ci dessous montrent que ce m6canisme n'est pas 
exclusif aux anti-D en prdsence d'h^maties Rhesus positif mais s'applique 6galement 
aux anticorps anti-CD20 et anti-HLA DR exprimfe dans YB2/0. L'expression dans 
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CHO confSre k I'anticorps des propriet^s activatrices moins importantes. Ceci est en 
correlation avec les r6sultats obtenus en ADCC. 

Materiel 

5 Anticorps. 

Anti-CD20 : I'anticorps chim&ique anti-CD20 transfect6 dans YB2/0 est compart k un 
anticorps commercial anti-CD20 produit dans CHO (Rituxan). 

Anti-HLA DR : la m€me sequence codant pour I'anticorps chim6rique anti-HLA DR 
est transfect6e dans CHO (Bll) ou YB2/0 (4B7). 
10 Cellules cibles : cellules Raji exprimant h leur surface I'antigSne CD20 et HLA-DR 
Cellule effectrices : cellules NK humaines purifides par selection negative k partir de 
poche de sang humain. 

M^thode 

15 DifKrentes concentrations d'anticoips anti-CD20 ou anti-HLA DR sont incub^es avec 
les ceUules Raji et les cellules NK. Apr6s 16 heures d'incubation, les cellules sont 
centrifug^es. Les sumageants sont dos6s en TNF alpha et en IFN gamma. 

R^ultats : 

20 

1) TNF alpha : Les r^sultats sont exprim^s en pg/ml de TNF alpha dos6 dans les 
sumageants. En abscisse figurent les difKrentes concentrations d'anticorps ajout^es 
dans le m^lan^ r6actionnel (figure 1 1). 

25 Les anticorps anti-CD 20 et anti-HLA DR chim6riques produits dans YB2/0 induisent 
des taux plus importants de TNF en presence de leur cible (Raji) par rapport aux 
mimes anticorps produits dans CHO. La quantity de TNF alpha est bien dose 
d^pendante de la concentration d'anticorps ^outd. A lOng/ml d'anticorps on induit 5 
fois plus de TNF alpha avec les anticorps produits d3ns YB2/0 par rapport aux 

30 anticorps produits dans CHO. 
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2) IFN gamma: Les r^sultats sont exprim& en pg/ml d'IFN gamma dos6 dans les 
svimageants. En abscisse figurent les difKrentes concentrations d'anticoips ajout^ 
dans le melange r6actionnel (figure 12). 

5 

Les anticorps anti-CD 20 et anti-HLA DR chim^riques pioduits dans YB2/0 induisent 
des taux plus importants d' IFN gamma en pr6sence de leur cible ^ji) par rapport aux 
mSmes anticorps produits dans CHO. La quanti^ d'IFN gamma est bien dose 
d6pendante de la concentration d'anticorps ajout6. A toutes les concentrations utilises 
10 (10 k 200ng/ml) I'anticorps anti-HLA DR produit dans CHO n'induit pas de s6cr6tion 
d'IFN gamma, alors que 40ng/ml de I'anticorps produit dans YB2/0 induit environ 
lOOOpg/ml d'IFN gamma. 

Pour I'anticorps anti-CD20, il faut pour induire 300pg/ml d'IFN gamma moins de 
15 lOng/ml de I'anticorps produit dans YB2/0 et 200ng/ml de I'anticoips produit dans 
CHO (figure 12). 



20 
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REVENDICATIQNS 



5 1. Utilisation d'un anticorps monoclonal chim^rique, humanist ou humain optimis6 
caract6ris6 en ce que : 

a) il est produit dans une lign6e. cellulaire s^lectionn^e pour ses propri6t6s de 
glycosylation du fi^gment Fc d'nn anticoxps, ou 

b) la structure glycannique du Fcgamma a €t6 modifi6e ex vivo, et/ou 

10 c) sa sequence primaire a €t6 modifi^e de fa9on a augmenter sa r6activit6 vis k vis des 
r^cepteurs Fc ; 

ledit anticorps presentant i) un taux d'ADCC dependant du FcyRHI (CD16) superieur k 
50 %, de pr^ftrence superieur ^ 100 % pour un ratio E/T (cellules effectrices/cellules 
cibles) inferieur a 5/1, de pr6f6rence inftrieur k 2/1, compart au m6me anticorps 
1 5 produit dans une lign6e CHO ; et ii) un taux de production d'au moins une cytokine par 
une cellule effectrice de type Jurkat CD16 ou issue du syst6me immunitaire exprimant 
le r6cepteur CD16 sup6rieur k 50 %, 100 % ou de pr6f6rence superieur k 200 % 
compart au m6me anticorps produit dans une lign^ CHO; 

pour ia preparation dhm m^cament destine au traitement de pathologies pour 
20 lesquelles le nombre de sites antig6niques, la density antigdnique sont faibles ou les 
antigdnes sont peu accessibles aux anticorps, ou encore pour lesquelles le nombre de 
cellules eflFectrices activ^es ou recmt^es est liniit6. 

2. Utilisation selon la revendication 1 caract6ris6e en ce que le nombre de sites 
25 antig^niques est inferieur k 250 000, de preference inferieur 4 100 000 ou 50 000 par 

cellule cible. 

3. Utilisation selon Tune des revendications 1 et 2, caracterisee en ce que lesdites 
cytokines liberees par les anticorps optimises sont choisies panni des interleukines, des 

30 interferons et des facteurs de necrose tissulaire (TNF). 
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4. Utilisation selon I'une des revendications 1 et 2, caract^riste en ce que I'anticorps 
optimist induit la s6cr6tion d'au moins une cytokine choisie panni IL-1, IL-2, IL-3, 
IL-4, IL-5, IL-6, JL-7, IL-8, IL-9, IL-10,... TNFa, TGFp, IPIO et mSTy par les ceUules 

5 effectrices du syst&ne immunitaire ea particulier celles exprimant le i^pteur CD16. 

5. Utilisation selon Tune des revendications 1 et 2, caract6ris6e en ce que Tanticorps 
induit la s6cr6tion d'IL-2 par la cellule Juikat CD16 ou d' mSTy et d'IL2 par les 
cellules effectrices du syst^me immunitaire exprimant le r6cepteur CD 16 pour un 

10 feible nombre de sites antigdniques pr6sents k la surfece des cellules cibles ou pour un 
faible nombre d'antigdnes accessibles aux anticoips ou pour un faible nombre de 
cellules effectrices. 

6. Utilisation selon Tune des revendications 1^5, caracteriste en ce que la cellule 
15 effectrice est une cellule leucocytaire, en particulier de la famille des NK (natural 

killer) ou une cellule du groupe monocytes-macrophages. 

7. Utilisation selon Tune des revendications 1^5, caract^riste en ce que la cellule 
e£fectrice est une cellule Jurkat transfectte avec un vecteur d'expression codant pour le 

20 r&epteur CD16. 

8. Utilisation selon I'une des revendications 1^5, caract6ris6e en ce que I'anticorps 
optimise est pt6pai6 aprhs avoir 6t6 purifi^ et/ou modifi6 ex vivo par modification de la 
structure glycannique du fragment Fc. 

25 

9. Utilisation selon I'une des revendications 1 k 5, caract6ris6e en ce que I'anticoips 
optimist est produit par des cellules de lign^es de my61omes de rat, en particulier 
YB2/0etsesdMv&. 
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10. Utilisation selon Tune des revendications 1 i 10, caract6ris6e en ce que Tanticorps 
optimise pr6sente une structure glycannique g6n6rale de type biantenn6, avec des 
chaines courtes, une faible sialylation, des mannoses et GlcNAc du point d'attache 
terminaux non intercalaires, et une faible fiicosylation. 

5 

11. Utilisation selon la revendication 10, caract6ris6e en ce que I'anticorps optimist 
pr6sente un taux de GlcNac intenn6diaire non nul. 

12. Utilisation d'un anticorps selon Tune des revendications 1 & 1 1 pour la preparation 
10 d'un medicament destine au traitement d'une pathologie choisie panni la maladie 

hemolytique du nouveau-ne, le Syndrome de S^zaxy, les leucemies my61oides 
chroniques, les cancers dont les cibles antigeniques sont faiblement exprim^es, 
notamment le cancer du sein, les pathologies li^es k renvironnement visant notamment 
les personnes exposees aux biph^nyles polychlorines, les maladies infectieuses, 
15 notamment la tuberculose, le syndrome de la fatigue chronique (CFS), les infections 
parasitaires conmie par exemple les schistosomules. 



20 
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ADCC sur h^maties : comparaison h^maties nonnales(N) versus himaties sur- 
exprimant I'antigene Rhesus (GR6). 
(Teg 500|jg/puits, ADC 375 03 017) 




ng/puits 

FIGURE 1 

Activite ADCC induite par les anticorps chim6riques anti-HLA-DR 
exprimes dans CHO ou YB2/0 en fonction du ratio E/T. 




ratio Err 
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Influence du nombre d'antigenes HLA-DR exprimes sur Raji (blocage par Lym-1) 
sur ractivit6 ADCC induite par les anticorps chim^riques anti-HLA-DR exprimes 

dans CHO(carr6) ou YB2/0 (triangle). 
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FIGURES 



Influence du nombre d'antigenes HLA-DR exprimes sur Raji (blocage par 

Lym-1) sur I'activation de Jurkat CD16 (IL2) induite par les anticorps 
chim^riques anti-HLA-DR exprimes dans CHO(carr6) ou YB2/0 (triangle). 
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FIGURE 4 
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Influence du nombre d*antig6nes CD20 ejcprimfe sur Raji (blocage par CAT 13) sur 

Tactivation de Jurkat CD16 
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FIGURES 
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Correlation entre le test ADCC et la secretion d'IL2 par Jurkat CD16. 



Correlation ADCC teg 600 & 7,6ng/puits et Jurkat IL2 
ADCC 305 03 128-129-132-134-138 
IL2 289 03 129-136-139-148 



140 




Jurkat IL2 en % du LFB R297 



FIGURE 6 
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IL8 s6cr6t6e par lesCMN en presence ou absence de cible 
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FIGURE? 
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Secr6tion de cytokines par les CMN induite par les antlcorps anti-Rhesus 

(valeursans clble d6duite) 
Tox 324 03 062 
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SecrStion de qrtokines par les polynucldaires induite par lea anticorps anti Rhdsus 




FIGIJB£9 
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S6cretion de TNF alpha par les cellules NK, indufte par les anticorps anti- 
CD20 et anti-HLA DR exprimis dans CHO et YB2^0 (324 03 082) 
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FIGURE H 
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Secretion d'IFN gamma par les cellules NK,inciuite par les anticorps anti- 
CD20 et anti-HLA DR exprimes dans CHO et YB2/0 (324 03 082) 
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C5 (57) Abrege : La pr^sente invention conceme I'utilisation d'anticorps monoclonaux chim^ques, humanisms ou humains optimises 
qui sont produits dans des lign^es cellulaires s^lectionn^es, lesdits anticorps prfisentant une forte affinity pour le r^cepteur CD 16 

^ des cellules effectrices du syst^me inrununitaire mais ^galement la propri^t^ d'induire la s6cr6tion de cytokines et d'interleukines, 
en particulier V IFNyou nL2 pour le traitement de pathologies pour lesquelles les cellules cibles n'expriment qu'une faible density 

1^ andg^nique et dans lesquelles les cellules effectrices ne peuvent Stre recrut^es qu'en faible quantity. 
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